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PROCEDE DE DETECTION DE MOLECULES CONTENANT DBS 
KESAPPARIEMENTS NUCLEOTIDIQUES ET DE LOCALISATION DE 
CES MESAPPARIEMENTS, ET APPLICATION A LA DETECTION DE 
SUBSTITUTIONS OU DE DELETIONS DE BASES DANS DES 
5 SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES. 

La presents Invention a pour objet un precede 
de detection de molecules contenant des 
mesapparlements nucleotidiques et de localisation de 
ces mesapparlements, et son application a la detection 
10 de substitutions ou de deletions de base, dans des 
sequences nucleotidiques 

La major it* des maladies liees A des 
modifications du genome, soit des organismes botes, 
soit des organismes infeetieux est tres souvent due a 
15 un simple cbangement d'un ou plusleurs nucleotides. 
Aussi, des efforts considerables ont ete entrepris 
afin de developper des mithodes pour detector non 
• eulement des mutations dejA connues mals aussi pour 
'settre en evidence des mutations inconnues. 
20 Cependant , les methodes disponlbles pour 

rechercher des mutations ponctuelles inconnues dans 
des regions d'ADN de taille importante ont toutes des 
inconvenlents qui rendent leurs utilisations 
diff idles. 

25 Par * gels d'electrophorese avec 

gradient de denaturatlon necessltent des optimisations 
a l'alde d'ordlnateur de la region cible et des 
conditions d'electrophorese adaptees a cheque fragment 
d'ADN (Myers et al. (1987), Methods Enzymol, 155, 501- 

30 527) . 

La technique de conformation polymorphique du 
simple brin (SSCP ), (Orita et al. (1989) - Gen mlcs, 
5, 874), n deplt de sa slmpllclte experimental , a 
montre une sensibilite p ur la detectl n de mutation 
35 dans des fragments d'ADN d'envir n 150 palres de 
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bases . 

Cependant • « ucun « <*• ces methodes ne donne 
-'information, precise, conc.rnant la loc.li.ation^ 
la mutation dans la fragment d'AON . 

Les methodes de sequencage direct , bien que de 
plus en plus rapides , xest.nt couteuses et longues a 
—ttre .„ oeuvr. pour 1« recherche de mutations de 
nature, inconnue. et n. s. 80 „t pa. fiables dans i. 
cas da mutation, ponctuelles heterozygotes . 

Uhe autre method, mettant en oeuvr. une coupur. 
chimique au niveau de. me.appariem.nts ( C CM) tell, que 
decrite par Cotton et al.( Proc . Natl. Acad, sci., USA 
(1988) 85, 4397-4401) est .„ princip. bien adapt0e a 
la mis. .„ .vld.nc. d. mutations, indepehdamment de la 
longueur et de la composition de la sequence de la 
region a laquelle on s'lnteresse . Bile a ete utiHsee 
avec succes dans un grand nombre d> etudes et a fait 
recemment 1'obJ.t d'un. revue (Cotton (1993) Mutation 
Research 285, 225-144) . 
20 cette method. a P0rnl8 la det-ctlon da 

mutation, dan. d.s fragment, ampiifi., par vole 
enzymatlqua d'une longueur d'un kilobase. 

Aueune method* actuellement n'e.t .usceptible 
d'etre utilise, d. facon routiniere pour diff. rentes 
25 raisons , manqu. de fiabilite ( nombre important de 
faux negatifs) et ensuite en raison de la complexity 
des methodes qui font qu'eli.s ne se pretent pas a une 
execution automatisee . 

Par example dans la methode CCM classique , les 
heterodupl-x, c'est-a-dire les AON double brin , ou 
bicatenaire. , resultant .d'un appariement entre d ux 
mol'cul s d'AON heter logues , . nt f rae. entre 1 'ADN 
ampiifi. par v ie ensymatique du pati nt et un 
fragm nt d'AON repre.entant la sequence de type 
35 sauvage marque a une xtremite A l'aid d'un is t pe 
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T^Tll. C \% N rr culM -« — .o„ t 

sauvao- - cor "»P<»ndant a la sequence de type 

"•uvage raarque 4 l'.xtr*mit* de chacun d.« k ! 

-e.appari.H.ent. . Pa " llel " - revel., les 

2n theorie , .„ utlli.ant deux sondes tout-. 
1« mutation. d . vr al.„ t 8tre det . ct ,„ ".^J^ 

•He r a "* nt lndult " P« l'M*roxyla»ln. 

thy»l„e non app. r . dolt ^ 

-tation , .olt s„ r a . brln ced<wt ± d « J*. 

1= ««..„«" . ■ »» » i ">t"«- 

J> environnement de ces bases 

cl....™!"* 1 ' lM """** """•«•• «•»• 1« «*thod. CCH 
cl... JT1 . „. p.^^ .int.™. -.M 

.ess. 01 ""' - d *« 1 -- - 

repeter le marquage radloactlf das 
amorce, pour la polarisation en chaine (pcR J 1 * £ 
marqueurs de tallies. ' " 

Oe pi„s, cette technique rend necessalre la 
30 ^-ration d-un. double ..n. d-heteroduplex av. c 

J 1 " de det ««.r -epartoent le, base, „ dlfl «„ aur 
l'un ou 1 'autre brln . 

35 * 18 B * th0da CCM ne P«» - d t cter 

« tous les heter duplex •* d 

* o«pi«x et d nc ne peraet pas de 
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detector certaines mutations. 

On entend par sonde una sequence nucleotidique 
marquee comportant un nombre de nucleotides suffisant 
pour fitablir la complementarite specifique entre cette 
sequence et la sequence presents dans 1 'echantillon. 

A tltre d'texemple, une sonde utlllsee selon 
1* invention pout coaporter da 8 a 2.000 nucleotides. 

On entend par heteroduplex un brin d'AON 
amplifie avec un brin complementaire contenant au 
moins un mesapparlement ou une deletion ou boucle de 
non apparlement. 

Les demandeurs se sont done attaches a la mise 
en oeuvre d'une technique plus fiable, p i tt8 ra pide et 
automatisable, permettant une determination sans 
15 ambiguXte de la substitution de base , comprenant un 
nombre reduit d'etapes, et utili.ant de. marqueurs non 
radio ,cti fs . 

l*s demandeurs ont done montre de manlere 
surprenante que l'on pouvait detector et positionner 
20 d'une manlere plus rapide et plus fiable les 
substitutions de base. dans des sequences 
nucleotldiques en marquant chacun des brlns sens et 
non-sens par un marqueur fluorescent ou enzymatlque. 

X. 'utilisation da marqueurs fluores cents est 
25 aussl un avantage en ce qui cone. me les conditions 
generales de mise en oeuvre de la methode tant du 
point de vue securlte que du point de vue appareillage 
. Elle permet d 'autre part d'utlllser des marqueurs 
different, pour cheque brin , sans que ce double 
30 marquage impllque des difficultes techniques ou 
materlellea , comma ce seralt le cas si 1'on devait 
proceder a un double marquage radloactlf . 

I*s d mandeurs nt en utr montre que 1' n 
pouvait detector d manlere rapide des deletl ns u 
35 substitutl ns de bases en eriblant 1 s hefr dupl x 
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»ur un support l.s r.t.nant specif iquement. 

CM 4 m * mm t *7r amuxa ont aussi ■ cmtr * qw • i« 

cas do mutations heterosygote. . on p. u t mettre e n 
evidence le, substitution, de base A par tlr ,.uT.ment 
- amplifi. d . Lecnantillon * 'J^?^ 

dans Ia reactlon un ^ " ^ 

d indlvidu. nomozygotes presentant !• allele de type 
sauvege . * v 

Ce «ode de «i„ en o.uvre particuller de 
1 invention evit. alnsl d'.voir a preparer un ADN d. 
type sauvag. marqu* , c . qui .i lmin . „„. etap . ^ 
reaction et en limit. l.» coats . Alnsl , i. ,„ 
oeuyre d. c . mo de preferential nec.s.ite d'utili.er 
settlement de 1'ADN de 1 'echantlllon a analyser . 

^invention a de nanlere general, pour objet la 
detection et/ou 1. localisation de mutations ou de 
deletion. dan. des sequences nucleotidieue. par 
creation d 'heteroduplex entre deux type. d'ADN double 
brin susceptible, d. former de. me.appariem.nts a„x 
sites desdltes mutations et deletions. 

Selon un premier mode de mi.e •„ oeuvre 1., 
heteroduplex .ont ml. •„ evidence du fait du marquage 
sur chaqu. type de brin , .ens .t non-.en., par des 
molecules t luorescente. dlfferentes . 

Selon un second mod. de mi.e eh o.uvre les ADN 
ne sont pa. maxques et le. heteroduplex .ont cribles 
par pa..«g. , ur „„ 8upport r . tenant 
specif iquement . 

La present, invention a done pour objet, selon 
30 1. premier mode de mi.. .„ oeuvre un proc#d4 ^ 

detection d. la presence et do la po.iti n d. 

substitutions ou de deleti ns d base. dan. „ ne 

-quence nucl.otidlque c mpri.e dans un. preparation 

d ' ADN doubl brin a tester dans lequel : 
35 ' on d maniere specifique la region 
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r^DN T\ \ qUenCe nUC " 0t " i ^ ""-a part de 
1 ADN a tester et d'autre p « rt d'un ADN dont la 
sequence est connue , et 1'on marque le. brins sens et 
non sens de ce. ADN a i. alde de miqueu „ 

d^™' " * — non-.sotopU,, 

- on hybrids lee ADN amplifies, et 

- on met en evidence les heteroduplex formes. 
Avant.g.usement, I'ADN A te, te r et I'ADN eonna 

« sont amplify, dans la raeme praparati<m 

Elle • d'autre part pour objet un precede de 

tTsTAZ do la pr *" nce et de la - 

substitutions ou de deletions de base, d'une sequence 
15 " UC ' eotldl «™ comprise dan. un. preparation • d 'adn 
15 double brin heterozygot. ou heterogine a tester dan. 
lequel : 

- on ampiifia de maniere spicifique la region 
content* la .Aquence nuclAotidigue de 1 'AON A te.fr 
•t on marqu. i.. brin. .ens et non sens de cet AON a 
I'aide de marqu.ur. fluorescent., ou de marqueurs non- 
i.ptoplque. , di f f .rent. , 

- on hybride 1 'AON ampllfie, et 

- on met en evidence lea heteroduplex formes. 
Avantageusement, I'ADN het.rogen. est const! tue 

d un melange d'ADN de deux variant, d'un. bactAri. ou 
d'AON extrait d. cellule, mo.aiqu. d'une tumour. 

Salon un mode partlculier de mi., en oeuvr. 
1-s echantillon. d'ADN double brin comprenant la 
sequence nuclAotidique A dAtermlner sont amplifies par 
la method, d. polymerisation en chaine A l'aide de 
deux amorce. .ituAes aux deux extremite, de la 
sequence que l'on veut amplifier . 

l-» deux amorces peuvent Atre marquAes 

35 "^ eCtlV " ent 4 <*• -rqueur. flu r.scent. 

diff r nts . 
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La molecule d'ADN double brin A determiner 
possede avantageusement una taille comprise entre. ISO 
et 10.000 pairea de bases. 

Preferential lement, les httdroduplex sont mis 
5 en evidence par cllvage des parties des brins non- 
appari*es . 

X**6tape d 'hybridation est effectuee, salon un 
mode de mise en oeuvre connu de l*homme du mdtler- par 
d£n&turatlon et renaturation de I'ADN ampllfi4, ce qui 
10 permet de former des molecules mesappariees si 1 ' ADN 
contlent, & l't-.it httftrozygote ( maladies genfttlques) 
ou de man i Are h6t6rogene A 1*6 tat de mosai'que 
cellulalre ( masse tumorale mtlangte avec des callules 
aaines en di verses proportions) ou une plus! ours 

15 mutations ( delations ou substitutions) • 

Dans le cas ou 1 9 AON dans la quel on recherche 
la mutation provlent d'una cellule haploXde, les 
molecules httfeoduplex se foment si 1 'amplification 
d'un melange d'ADN des deux types, sauvage et mute, a 

20 6te effectu6e. 

Pr*f erentiellement , le reactif coupant les 
parties non apparlties est un reactif chlmlque, tel que 
1* hydroxy 1 amine, le t£troxyde d 'osmium ou le 
permanganate de potassium ou una enzyme telle que la 

25 HutY ( Lu et Chang, (1992), Genomics, 14, 249-255) ou 
une des enzymes , endonucltases et glycosylates , 
dtcrites par Chang et Lu en 1991 (Nucleic Acid Res., 
19, 4761-4766), par Chehabet at Kan en 1989 (Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 86, 9178-9182), par Heiinecke et 

30 al. en 1991 (Nature, 353, 776-778), par Nlckerson et 
. al. en 1990 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Zl 9 8923- 
8927), par Wieabauer et Jiricny en 1990 (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 87, 5842-5845) ou par Yah et al . en 
1991 (J. BZ 1. Cham., 266, 6480-6484). 

35 lis peuvent aussl §tre mis en Evidence par une 
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methode blophyslque permettant do las differencier des 
homoduplex, telle que la chroma tographie ou 
1 • electrophorese ; 

Avantageusement, lea heteroduplex sont, 
5 prftalablement k leur mlae en evidence, concentres par 
passage sur un support les retenant spftcif iquement. 

Selon le second mode da mise en csuvre , 
1 "invention a pour objet un procftde de detection de la 
presence de substitutions ou de dftlfttlons de bases 
10 dans une sequence nuclftotldique comprise dans une 
preparation d'ADN double brin k tester dans lequel : 

- on amplifie de maniere spftclfique la region 
contenant la sequence nuclftotldique d'une part de 
l'ADN & tester et d' autre part d'un ADN dont la 

15 sequence est conriue, 

- on hybride les AON amplifies , et 

- on met en ftvldence les hfttftroduplex formfts 
par passage sur un support les retenant 
spec i £ iquement . 

20 Elle a d 'autre part pour objet un procftdft de 

detection de la presence de substitutions ou de 
delations de bases dans une sequence nuclftotldique 
comprise dans une preparation d'ADN double brin 
hfttftrozygote ou hfttftrogftne k tester dans lequel : 

25 - on amplifie de maniere speciflque la region 

contenant la sequence nuclftotldique de 1 • ADN k tester, 

- on hybride l'ADN amplifie, et 

- on met en ftvldence les hfttftroduplex formes 
par passage . sur un support les retenant 

30 specif Iquement. 

Prftf ftrentlellement, ledit support porte une 
protelne liant de maniere specif ique les hfttftroduplex 
tell que la MutS. Les hfttftr duplex retenus sont 
revel es par une molftcul se fixant spftclf Iquement sur 

35 l'ADN, t lie que 1 br mure d'ftthldium u par tout 
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autre moyen k la port6e de l'homrae du metier, tel que 
la fluorescence ou la radioactivite* 

Ledit support peut dtre constitu6 de Miles, 
spheres ou particules ou etre la parol d'un pults 
5 d'une microplaque pour test biochlmique, recouverts 
d'un an ti corps anti-Huts. 

La present- invention est p&rticuiierement 
adapt 6 e k la detection de substitutions de bases chez 
des patients attaints de maladies her6ditalres , 

10 telles l'angiodime , 1 'hemoglobinopathies la 
mucovicidose, la dyptrophie musculaire et chez des 
patients attelnts de maladies cancftreuses telles que 
le cancer du sein, la leuctmle, le cancer du colon et 
les maladies li6es k I'attelnte de sequences oncogenes 

15 ou ahtloncog&nes • 

L'int6r§t du second mode de mlse en oeuvre de 
l v invention reside dans le fait qu'il permet de 
crlbler rapldement un grand nombre de preparations 
d v ADN , une population par example. 

20 S'll permet une detection d'une mutation, 11 ne 

permet pas sa localisation qui peut quant k elle fttre 
effectu6e par un proc*d£ selon le premier mode de mise 
en oeuvre. 

La prtsente invention a en outre pour objet une 
25 composition comportant au moins trols sondes 
permettant de former des hetiroduplex avec des 
sequences nucltiques dans lesquelles on recherche la 
presence ou 1' absence de mutations ponctuelles. 

Elle a enfin pour objet, des httftroduplex 
30 assocles A un complexe constltui par une molecule de 
type Muts et un ant i corps antl-Muts* 

La presents Invention peut itre aisement mise 
en oeuvre par 1'h rame du metier utillsant ses 
connaissances g*n*ral s dans le domaine d la 
35 bi 1 gi , et en particuller dans le d main© d la 
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polymerisation en chaine . 

De. renaelgnement. generaux pl„, particulars 
concemant la, tachniqu.. nfic.ssaira, pour la «ise en 
oauvre de. Rhodes objet, de la pre.ente invention 
5 pauvent notamment etr. trouves dans »pcr Protocols A 
guide to methods and applications" ( inni. . t al 
Academic Press inc., Hareourt Brace Jovanovich 
Publishers, 1990). 

*•* P r *»«nt« Invention est illustree sans pour 
10 autant etr. limit., par 1., exempl.. qui .uivent dan, 
lesquels : 



20 



25 



30 



- la figure 1A represent, la structure de 
l'axon 8 du gene Cl-inhibiteur et de region, 
environnantes , 

15 " la IB represente la sequence de l'exon 

«• cette sequence • et* decrite par Tosi at 
al.((1986), cen. r 42, 265-272) .t Carter et al. 
((1991), J. Blochem., 197, 301-308). 

- la figure 2A schematise les diff .rents 
heteroappariements pouvant avoir li.u dans l.s region, 
des codon, 452 et 459, 

- las figures 2B . t 2C represented 
respect! vement 1'int.n.ite de fluorescence de 
different, oligonucleotides obtenus apres 
reapectivenent traitement par 1 • hydroxylase et le 
tetroxyda d' osmium de produits d 'hybridation entre le, 
allele, sauvages et mutants correspondent aux regions 
comprenant le, codons 452 et 459, 

la figure 3A schematise le, 
heteroappariements pouvant avoir lieu dans la region 
des codons 458 et 467 , 

- la figure 3B represente le profil d coupure 
par 1 tetroxyde d' smium de meeappariement, d 'AON 
d'un patient hater «yg te p ur la mutati n Vai458Met, 
35 " la fl 9 ur 3 C repre, nte 1 meae type de 
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prof 11 pour la mutation Pro467Arg , 

- la figure 3D est le profll obtenu par 
traitement des mesapparlements de la figure 3C par 

I • hydro xyl ami no , 

5 - la figure 4A represente le fragment de 588 

paires de base comprenant le site de restriction de 

I I enzyme HglAl, 

- la figure 4B est la photo d*un gel de 
migration des prodults du traitement par 

10 1 'hydroxy lamina d 'appar laments entre I'allele sauvage 
et 1'alltle d'un patient pre sent ant una double 
mutation en cis dans le fragment 11 lustre sur la 
figure 4A , a dlfferentes dilutions , 

- la figure 4C represente le profll apres 
15 traitement par 1 'hydro xyl amine des prodults de coupure 

du ^rin non-codant dans una situation oft 1*ADN n 9 a pas 
Ate dilue , 

" la figure 4D est un agrandlssement de regions 
contenant les pics en position 295 et 317 de la figure 
20 4c , a dlfferentes dilutions . 
Materiela et methodaa . 

Echantlllons d'APM 

36 patients non 116s attaints d*angloedeme dont 
1* analyse par des techniques d'hybrldatlons sur 
25 membrane (blot) n'a pas rfiv616 d • alterations gdnlques 
ont 6t6 etud!6s et les essais ont ports sur les 
mutations ponctuellea dans l'exon 8 en uti.'.isant la 
methods classique de CCM ( Cotton et al. (1988). Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397-4401) et la methode de 
30 s£quengage de 1'ADN 

F*bTtgAt4on SlS sondes marquees oar dm* 

m&roueurs fluoreacenta . 

Des amorces dig nucld tldlqu s ont 6t6 
synthltis^es sur un synth&tls ur Beckman 20OA DNA ou 
35 un synth6tlseur Applied Bl syst m 392 ( ABI) DNA/RNA . 
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Un mi crogr amine d'ADN gSnoraique isole k partlr 
de leucocytes du sang perlpherique a ete araplifie par 
la technique de polymerisation en chalne ( dlte PCR ) 
dans un milieu reactionnel de 100 j/1 , en utillsant 
5 des amorces oligonucieotldiques El et £2 , comnie 
lllustre sur la figure 1A. 

La reaction a ete effectuSe durant 30 h 35 
cycles . La sonde marquee par fluorescence a Ate 
obtenue par r6amplif ication , durant 25 cycles , en 

10 utillsant 2 pi du produit de la premiere reaction 
d 'amplification et en utillsant les atdmes amorces 
rendues f luorescentes par couplage d'un ester d v un 
colorant et du N-hydroxyl succinlrolde h un coupleur 
aminohexyl lid A l'extremlte 5'aelon le protocols ABI • 

15 La sequence de 1 "oligonucleotide El, qui est 

marquee avec le fluorophore JOE est : 5*-GTG AAC TTG 
AAC TAG AGA AAG C-3 . 

La sftquence de 1 'oligonucleotide E2, qui est 
marquee avec le fluorophore FAM , est : 5*- TGA GGA 

20 TCC CAC GAA CTG CCA G-3 ' . 

Formation d'heteroduplax et clivaoe <?himiqM6 

des m^3APPfty4?mcntff t 

Des fragments amplifies par polymerisation en 
chaine et * doublement marques sont pr6cipit6s & 

25 l a ethanol • Les quantlt6s d'ADN sont ostlmees sur un 
gel d* agarose et 450 ng d'ADN sont utilises afln de 
former des hetdroduplex . Les echantillons sont portes 
h ebullition durant 5 minutes dans *50 jil de NaCl 1,3 
M/MgCl 2 3,5 mM/ Trls-HCl 3 mM pH 7,7 , refroidis sur 

30 de la glace durant 5 minutes puis incubes durant la 
nuit * 42 'C. 

Aprds hybridation , les echantillons sont 
pr§cipites avec de l*ethanol et resuspendus dans 18 pi 
d • eau • 

35 Le protoc 1 de *as pour effectu r la c upure 
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chlmique des mesapparlements a ete decrit par Cotton 
et al. ((1988). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397- 
4401) . 

6 pi d'heteroduplex d' AON sont utilises pour 
5 chaque modification chlmique . Pour chaque experience 
, 5 ml d ' hydroxychlorure d* hydroxy 1 amine 7M sont 
prepares dans de l'eau distillee et 4 ml sont titres 
jusqu'A un pH de 6 par Addition de dlethylamlne . 

6 pi d'ADN sont traltes par 20 pi d'une 
10 solution d' hydroxy 1 amine A 37*c durant 45 minutes ou 1 
heure La concentration finale d* hydroxy lamine est 
approximatlvement de 3,8 M. 

Le tetroxyde d' osmium ( 4 % en poids de la 
solution dans l'eau ) est dilue dans de l'eau 
15 Cstillee jusqu'A obtentlon d'une solution de base A 1 
et des aliquotes sont stockes A - 80*C dans des 
tubes silicones . 

S pi d'ADN sont Incubes durant 15 minutes A 
temperature ambiante dans une solution de tetroxyde 
20 d' osmium 0,4 % / pyridine 2 % / Hepes pH 8 0,5 mM / 
Na 2 EDTA 0,5 mM dans un volume total de 25 pi dans des 
tubes silicones . 

Les reactions sont arretees en transfer ant les 
echantillons dans de la glace et en ajoutant 200 pi 
25 d' acetate de sodium 0,3 M pH 5,2/NA 2 EDTA 0,1 mM/tRNA 
de levure 50 pg/ml.. L* AON est precipite A l'aide de 
2,5 volumes d'ethanol dans de la glace carbonlque 
Apres centrlfugatlon , les culots d'ADN sont laves 
deux fols avec de l'ethanol A 70 %, resuspendus dans 
30 200 pi d* acetate de sodium 0,3 M pH 5,2 et 
reprecipites une nouvelle fols par de l'ethanol 
Apres deux lavages A l'ethanol , les culots seches 
s nt resuspendus dans SO ul de piperidine 1 M t 
incubes A 90*C durant vingt minut s. Apres la coupur 
35 par la piperidln , 5 pg d tRNA de 1 vur et 50 pi 
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d a acetate de sodium 0,6 M pH6 sont ajout£s et 1 ' ADN 
est precipit£ par l'ethanol . Les culots sont laves 
deux fois avec de I'ethanol k 70 % # resuspendus dans 
100 ill d'eau dlstill6e, lyophilisSs et resuspendus 
5 dans 8 de formaraide 83 %/Na 2 EDTA 8,3 mM. 4 pi de 
chaque 6chantlllon , m61ang6s avec 0 # 5 jjI de marqueur 
de polds mo!6culaire fluorescent ( GS2500P ROX, ABI ) 
sont charges sur un gel de polyacrylamlde d6naturant a 
6 % dans un slquenceur d'ADN autoraatlque commercialism 
10 par ABI . Les rdsultats sont rassemblds et analyses en 
utilisant le logiclel GENE SCAN 672 (ABI) . 
EXEMPLE 1 ; 

Detection de mutations dans le o*ne CI- 

IrtUbjteur sis patients attaints d ' anoloedtoe 

15 hiredltalre . 

Des mutations dans le g&ne Cl-inhibiteur de 
patients attelnts d'angioedtae h6r6dltalre constituent 
un module d'6tude de la mdthode objet de la prfisente 
invention . 

20 Le gdne Cl-lnhlblteur est long de 17 kb et est 

compost de 8 exons En choisissant les amorces 
ollgonucl6otldiques dans des introns et a proximity de 
I'extr6mit6 5* et 3* des exons , on peut facilement 
obtenir par amplification par la methods de 

25 polymerisation en chaxne des fragments de longueurs 
comprises entre 600 paires de base (pb) et 1000 pb 
comprenant aussi blen des exons lndlvlduels que des 
groupes d' exons et couvrant toutes les regions 
front idres intron-exon . 

30 L' xon 8 a ~t6 amplifi6 h 1'aid des am rc s El 

t E2 c mme illustr6 sur la figure 1A qui reprfis nte 
de manldr sch&natiqu 1'organlsati n d la r6gi n 
c ntenant l 1 x n 8 . C mme le m ntr c tt figur , 
1* amorce El est sltude A l'int6rleur d la r£gl n 3* 

35 n n transcrite , 211 paires de base n aval du c d n 
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stop . L'amorce E2 est situee quant a elle a 
l'interleur de 1'intron 7 , 147 paires de base en 
anient du premier nucleotide de 1'exon 8. Les 84 codons 
de cet exon sont reproduits sur la sequence de la 
5 figure IB. 

Hult mutations ponctuelles differentes , i a 
plupart se tradulsant par une deterioration de la 
production de la proteine Cl-inhiblteur, ont ete 
trouvees a 1'aide de la technique conventionnelle CCM. 
10 De plus , une permutation de G en A a l'interleur du 
codon 458 induit un polymorphlsme deja connu pour le 
site de 1 -enzyme de restriction Hgi AI {Bock et al 
1986, Biochemistry , 25, 4292-4301 ). Les mutations 
Gln452Glu ( permutation de C en G ) et Pro459Arg 
15 (permutation de T en G ) , qui sont reliees par la 
Hgne pointillee sur la figure IB, ont eto trouvees 
sur le meme chromosome . 

L'ADN du patient portant ces mutations a done 
ete isole pour rechercher les conditions de clivage 
20 partiel qui permettent la detection de mesappariements 
multiples sur le mSme brin d 'AON . 

Comme le montre la figure 2B , le clivage par 
1-hydroxylamine des residus c non apparies sur le brin 
non codant donne nalssance a deux pics correspondant a 
25 des tallies de 295 et 317 nucleotides respectivement , 
comme on pouvait le predire a partir des types de 
molecules heteroduplex formes qui sont schema tlquement 
representes sur la figure 2A . Sur la figure 2A, les 
brins sens sont identifies par un carre representarit 
30 un marquage fluorescent particulier tandis que les 
brins non-s ns sont identifi's par un rond 
correspondant a un autre marquage. 

Les deux pics obt nus presentent une int nsite 
important , par rapport a l'lnt nsite de la 
35 f luoresc nee du materiel non clive. on note qu' en fait 
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seulement un quart des molecules d* ADN sont supposees 
contenir le mesappariement qui rend las resldus C 
facilement access ibles h 1 •hydroxylamine . 

Tandis que 1' intensity du pic en position 295 
5 reflate directeraent la nature de la modification et du 
clivage , !• intensity de Maorascencs en position 317, 
qui est la plus distante par rapport au site de 
marquage fluorescent , est faible par rapport au 
clivage suppose A ce site . 

10 Ces resultats et des rdsultats similaires 

obtenus avec le t*troxyde d' osmium indiquent que les 
conditions utilises perraettent la detection de 
clivages multiples sur le m§me brin. En fait des 
conditions ldgftrement plus douces de traitement par 

15 1* hydroxylamine ont 6t6 utilisGes ultdrieurement en 
raison du faible clivage sur la position la plus 
lointaine de coupure ( pic 317 ) et ont permis 
d'obtenir des clivages de l*ordre de 100 %. 

La figure 2 illustre aussi que l'on obtient des 

20 informations redondantes en marquant les produits 
correspondant atix deux types d'all&le . 

Sur la figure 2A , les brins d6riv*s d'alldle 
de type sauvage sont repr$sent6s en gras, et les 
distances des bases int6ressantes sont indiquees & 

25 partir du marquage fluorescent terminal . 

La figure 2B est relative A la coupure par 
!• hydroxylamine des resldus C non apparies . L'axe 
horizontal repr*aente la tallle des fragments simples 
brins d' ADN ddrivAs des brins codants et non codants . 

30 L'echelle de taille des nucleotides est obtenue & 
l'aide du marqueur de taille , qui est marque avec un 
tr isifeme colorant fluor sc nt . L'6chell verticale 
indique les intensity de fluor sc nee en unit* 
arbitralre . 

35 La flgur 2 C r pr*sente la detect 1 n d 
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rfsidus T non apparies en utilisant le tStroxyde 
d 1 osmium • 

I*a fleche presente sur la figure Indique un 
rfisidu T appar!6 , adjacent au mesappariement , qui a 
subl nfianmoins une coupure importante . 

Dans cet exemple les deux mutations, situSes 
respectivement dans les codons 452 et 459 se sont 
rev«16es par un total de six coupures distlnctes • 
Parmi celles-cl deux ont eu lieu sur des bases 
appariees adjacentes aux m6sapparlements . Sur le brin 
codant, les residua c ont donne naissance A un pic 
double falble mais aignificatif en presence 
d* hydroxy 1 amine autour de la position 362 • Sur le 
brin non- codant le rdsldu T a donne naissance aprea 
15 traltement par le tetroxyde d' osmium au pic en 
position 316* On notera que les coupures sur des bases 
appariees adjacentes, quolque habitual lement plus 
falbles que celles obtenues sur des residua non 
apparies , peuvent avoir lieu sur la moitie des 
20 duplex, et non sur seulement un quart , comme le 
montre de raaniere typique le cas de raesappar laments 
contenaht des T ou des C . 

Le gain en sensibility de la detection 
resultant de 1 'utilisation de marquages different* des 
25 deux brins d 1 AON, combinSe avec 1* analyse par 
ordinateur permet d'obtenir les resultats mentionnes 
dans !• insert de la figure 2B, qui represente un 
agrandlssement du pic double autour de la mutation en 
position 362 du brin codant , en surimpresslon sur les 
traces du resultat obtenu sur un meme brin pour trols 
indivldus n'ayant pas cette mutation . On note que des 
clivag s nt 11 u sur les cytosin s en position 357 et 
369. 

35 Effet du tvo d e base ncn appariie et d 
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composition en Eases w u h » , ff1ir lM co 



. le tjtroxvrt* d'osm<um at 1 .Hvh™^ 

Les neuf mutations representees sur la figure 1 
ont permis d'etudier 1'effet quantltatif du type de 
base non appariee et de la composition •„ bases 
voislnes , sur les coupures par les deux xeae-tlf* 

Le tableau illustre les comparaisons effectuees 
a partlr de deux experiences independantes . Tandis 
q«e les efflcacites de coupure obtenues avec 
1 hydroxylamine sont substantiellement auperieures a 
colles obtenues avec le tetroxyde d'osmium, 
1 environnement nucleotldique des mesapparlements 
semble avoir un effet slmilaire sur les deux types de 
clivage , puisqu'on retrouve la meme hierarchlsation 
des efflcacites de coupure pour les deux reactlfs . 

Seulement quelques mutations ne repondent pas a 
cette regie . Par exemple , les mutations Pro 476 Ser 
et Leu 459 Pro sont plus sensibles aux modifications 
P-r 1 'hydroxylamine , ce qui est du a la presence dans 
les deux cas de trois residus cytoslne consecutifs sur 
le site de clivage . De maniere slmilaire , le taux de 
coupure relativement important par le tetroxyde 
d-osmiu.n des heteroduplex sur le site Val451Met est 
probablement du a la presence de deux residus T 
25 consecutifs adjacent, au x mesapparie . Cependant des 
mesapparlements c.C se distinguent par leur 
sensibllite importante aux modifications , bien que 
places au aeln d'un environnement nucleotldique 
different . Ceci peut etre dii non seulement a la 
30 coupure forte par 1 'hydroxylamine mals aussi • i a 
coupure forte observe* en presence de tetroxyde 
d -osmium sur 1 s residus t immediat ment adjacents. 

Dans 1 cas de la mutati n Gln452 Glu, 
l'asymetrie apparent d . l- fficacite d coupure 
35 dependante du brin pris n compt , p u t etr aussl 
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due a la presence sur le brln non codant d"un residu c 
adjacent. & un r£sidu non apparie • 

Le tableau pennet aussl d'estimer le nombre de 
prodults de clivage qui peuvent dtre attendua en 
5 g6n€rai pour chaque mutation alnsi que 1* indication 
des limites de detection des prodults dans le cas de 
coupures falbles . 

Chaque mutation donne naissance a au mo ins deux 
pics fluoreacents ddtectables rdsultant du clivage de 
10 bases mdsapparldes , mais dans plusieurs cas , des 
informations addltlonnelles ont et§ obtenues & partlr 
du clivage de bases apparl£es adjacentes , indiquSes 
dans le tableau par des fldches . 

La grande majorite des prodults de coupure sont 
15 facllement ddtectte , h cause de 1* intensity de leur 
signal fluorescent qui est trfes nettement sup6rleur au 
bruit de fond. La sur impression de tracds telle 
qu'effectude dans 1* insert de la figure 2B est 
n€cessaire seulement dans le cas de signaux 
20 repr6sentant mo Ins de 10 % des double brins clivables, 
tels que ceux obtenus avec le t6troxyde d' osmium sur 
des mteapparlements resultant des mutations Arg472 
STOP et Val458Met (tableau ). 

Le prof 11 de coupure par le tetroxyde d* osmium 
25 d'un patient h6terozygote pour la mutation Val458Met 

qui donne naissance h un polymorphisms sans effet , et 
pour la mutation pathogdne Pro467Arg est lllustrd sur 
les figures 3B et 3C . 

Le polymorphisme de la mutation Val458Met est 
30 facllement d6tect6 , par trait ment par 
1 • hydroxy lamln , et identifle par un pic h la 
position 299 du brln non c dant. , c mme lndiqu6 sur la 
figur 3A qui st un schema repr6sentant la parti du 
gen c ntenant c s d ux mutatl ns . 
35 Sur la figur 3A les brins d * ADN repr£s nt6s 
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par des lignes epaisses sent ceux derives de 1' allele 
presentant a son site polymorphlque un resldu G, ce 
qui est le plus frequent. 

Ce pic n'est neanmoins pas dlscernable dans le 
S cas du traitenent au tetroxyde d' osmium par mesure 
dlrecte de la fluorescence du brln non codant , qui 
porte un T mesapparie au site correspondant a cette 
mutation (figure 3B) . Cependtnt , le brin codant 
presente une coupure beaucoup plus forte , a la 
10 position 387, due a la presence d'un resldu T 
immediatement adjacent au mesappariement destabiliaant 
C c at G.G. a la moitie des molecules appariees . 

De plus , la comparaison des traces agrandis de 
la meme region dans le cas du traitement d'ADN 
15 d'autres individus par le tetroxyde d'osmium , comme 
represents dans 1* insert de la figure 3B, montre que T 
est en fait present a la position 299 du brin non 
codant . La reactivite avec le tetroxyde d'osmium de 
ce mesappariement T-G est inhabituellement falble . 
20 Ceci est du au fait que 1'intensite du pic resultant 
est seulement legerement superieure a celle des bases 
T A appariees envlronnantes , comme le montre 1' Insert 
represented le brin non codant a partir de la 
position 283 jusqu'a la position 316. 
25 on notera neanmoins que ce mesappariement G.T 

est present seulement dans un des quatre duplex . Le 
profil temoin montre dans 1- insert . dans lequel le 
pic en position 299 n'est pas present , est celui 
d'individus homozygotes G.C a ce site polymorphlque . 
30 En fait , les variations entre individus , c'est-a- 
dire entre homozygotes A.T et G.C a ce site 
p lymorphique peuvent etre facllement. detectees comme 
1 montr nt 1 a figures 3C et JD , c rresp ndant 
respectiv ment a d s traitements par 1 tetr xyd 
35 d' smium t l'hydx xylamine. 
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Le profll en tetroxyde d'ossUua { figure 3 c> 
de l*ho«osygote en position 299 est de m nitre 
surprenante slaUlalre A celul de 1'heterozygote dans 
1* Insert do la figure 3B , 4 1 -exception du pic en 
position 299 Qui est fslbleaent lr.f£rieur A ee qui est 
sis en evidence avec los »esapparles*nts c.T. Do plus, 
les howosygotes CO , utilises ccxeae tteoins non 
coupes dens les figures 3B et 3C , donnent neissance a 
un pic distinct dans le profll obtenu apres reaction 
avec l a hydroxylase! ne , contraireewnt au profll obtenu 
avec des hoaozygotes A.T ( figure 3D). Blen que cet 
example represente le cas parti culler d'un site 
polyaorphlque , qui donne naissance a des genotypes 
approprles pour fairs la difference entre un cllvage 
13 do bases apparlees et non apparlees 9{ 1- apparition 
d'un nouveau pic T ou C absent dans le profll d* autre* 
indivldus , est un Indies suffisant e*s* si 
1 'amplitude do ce pic est du mtmm ordre que celui 
resultant du cllvage de pa ires de bases environnantes . 



10 



30 



PitOXMlnatlQn du seull de d4teetl«m d» 1- 
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Un patient avec una double saltation en els , 
dont le profll do coupure eat indlque sur les figures 
25 2B et 2C , donne naissance a un nosjbre important de 
frigatnti d'intensltes variables , ce qui pone* de 
tester facllement le aeuil de detection de la methods, 
en diluent ce materiel avec different as quentltes du 
«"t*riel- genetlque sauvage De plus, la region 
amplifies par vole enzymatique du chromosome affect* 
de ce patient pout etre detail lee de manlere 
quantitatlv dans d s dllutl ns sn serie , car 
Leu4S9Arg detrult 1 sit d reconnaissance de 
1* nzyme Hgl AI, s ullgne dans la figure 1. 
35 L'ADN genomlque de ce patient a eta dilue avec 
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dM quantity croinanut d'ADH nonal at asplifl* par 
la vol* tnzyMtiqut • L' Importance du chroMSOM 
portent laa Mutations a *t« v4rlfl*a , apraa la 
praal+ra amplification par polymerisation da chain* 
3 (PCR) an atudlant dana daa dilutions an series la 
dlaparltlon du fragaant da 388 palraa da baaas 
raprasanta aur la flgura 4A , qui aat raaistant A la 
digastlon par l'ansyaa Hgi AX. Daa aliquotaa da chaqua 
dilation an ssrlas ont ata ansulta aouals aux 
10 modifications chlsUquos par la tatroxyda d # oaniusi at 
1 * hydroxy lamina . 

La flgura 40 Mntrt qua juaqu'a ana dilation 
d*un faetaar cinq da 1*ADH # c*aat-A-dlra on 
ehroaoioat portant la nutation poor dix chroMiOMt , 
15 laa »«aapparlManta aont facilaaant datactAa • 

Afin da almpllflar laa figuraa , on a fait 
flgurar slmplamant la r*aultat da la coupora par 
1 'hydroxy lamina du brin non codant , pour da 1*AD* non 
dllua at dllu* , puiaqua daa dlmlnutlona slmllalras 
20 d'intanslt* aont maauraaa , apraa dilution , dana laa 
autras prof 11a da cllvaga da la flgura 2. 

La flgura 4B aat un gal aur laqual aont 
rapraaantaaa laa dlffarantaa dllationa da 1* ADM alnal 
qua da 1 ' ADW ttmoin da typa sauvaga ( puita C) . 
35 I* flgura 4 C raprtsanta la prof 11 du brin non 

codant , apraa traltamant da 1 *ADH par 
1 # hydroxy lamina, pour la patlant hatftrozygota at dana 
ana altuation oft 1*ADH n'a paa at* dllua. 

La flgura 4D aat un agrandlaaamant da la rtglon 
30 contanant laa pica aux positions 293 at 317. sur catta 
flgura, on a indlqua laa intanaltaa daa pica A una 
dilutl n da moitl* ( 1/2 ) du dlxltaa (1/10) alnal qua 
1 * int ana it* du spactra obtanu avac 1 * ADff tteoln d*un 
Indlvldu d type aauvaga . 
35 Mtaa 1 pic d ubla obt nu avac I'hydr xylamln 
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pour la brin c-dant autour da la position 362 { cf. 
insart da la figura 2A ) aat dttactabla , A una 
dilution d'1/10 du chroaoioM . 
CPHCtWIOM 1 

3 Las r*sultats da cas mxmmplmm da alsa an oauvra 

da 1* invantlon aontrant da aanltra clalra qua la 
mathods objat da la prtssnta invantlon panat da 
dAtanlnar, da aanlAra f labia at sanalbla # la 
prftssnca at la position da substitutions da basas dans 
10 das s+quancas nucl*ot * dlquas . 

Catta dttsctl* ast randua possibla du fait du 
doubla Mrquaga dlffarantial das daux brlns , A l'alda 
da aarqutun fluor as cants . 

La siftthoda objat da la prtsanta Invantlon ast 
IS an outra alsa an oauvra da nanltn plus raplda qua la 
aAthoda convantionnalla CCM , at prtssnta da plus 
l'avantaga d'utlllsar das" produits da aarquaga 
fluorascants stablas . 

La aAthoda objat da la prAsanta Invantlon 
20 differ a an outra das aAtltoJas dAcritas dans l'Atat da 
la tachnlqua an ca qua : 

- alia panat d'obtanir da aanlAra optlaala un 
grand . nostra da a#sappariaaants at done 
d' intonations, du fait du aarquaga da l'allAla 

29 autant, 

- las brlns codant at non-codant sont aarquAs 
da aaniArss dlf f Arantas , cm qui rAdult alnsi au 
ainlaua la noabra da reactions chlalquas at panat una 
localisation prAclsa das autatlons , 

30 - la bruit da fond spAclflqua d # un brin donnA 
lors das coupuras A una position donnAa ast trAa 
rsproductlbla at rand dAtactabla das aAsappariaMnts 
qui rdinalrasMnt s nt pau c upAs , t Is qua das 
polyaorphisaaa hooo2yg taa , com la aontra la figura 

33 3 Alnsi , n utlllsant la bruit da f nd das c upur s 
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c omi s*quanca da rftftranca , on paut ilqutnctr la 
Mutation da aaniftra prtclsa , au nuclaotlda pras . 

La aanslblllt* parti culiftraaant laportanta da 
la aathoda objat da la - prasanta invantion davralt 
5 paraattra da dataralnar la praaanca at la position da 
substitutions da basa chax das indivldua hoaozyootas 
at hatarosygotaa , dans la caa da earactara 
hsradltalraaant transals # sals aussl da dfttactar daa 
smtations soaatiquas dans lasquallaa la chroaotOM our 
10 laqual a llau la autatlon aat dilua dans on grand 
noabra da chroaoioats portant una allala siuvaga, cm 
qua na paraattant an aucuna aanlara las aathodas 
dscritas dans l'atat da la tachniqua . 
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BEYEWPICATIQH5 

1. Procidi do dfttoctlon do la prAsonco ot do la 
5 position do substitutions ou do dtlttions do basos 
dans uno sequence nucltotldlquo coaprlso dans uno 
preparation d'ADN doublo brin A tostor dans loquol : 

- on aapllflo do aanitro spiel fl quo la r#gion 
coritohant la otquonco nucltotldlquo d'une part do 

10 l'ADN A tostor ot d'autro part d'un AON dont la 
stquonco oot connuo , ot l'on aarquo los brins sons ot 
non sons do cos ADM A l'aido do aarquours 
t luorosconts, ou do aarquours non-lsotoplquos, 
dlff*ronts. 

15 - on hybrids los AON aaplififts , ot 

- on mmt on ividonco los htttroduplox foists 
par cllvago dos partlos dos brins non-appari*os . 

2. ProcM* do dttoctlon do la prtsonco ot do la 
position do substitutions ou do dftlttlons do basos 

20 d'uno stquonco nucliotidiquo coaprlso dans uno 
preparation d'ADN doublo brin Mttrosyqoto ou 
MtirogAno k tostor dans loquol: 

- on aapllflo do aanitro sptciflquo la rtgion 
eontonant la stquenco nucliotidiquo do 1 'AON A tostor 

23 ot on aarquo los brins sons ot non sons do cot ADN A 
l'aido do aarquours f luorosconts, ou do aarquours non- 
isotopiquos, diff fronts , 

- on hybrldo l'ADN aapllfl*, ot 

- on aot on Avldonco los h6t6roduplox forais 
30 par cllvago dos partlos dos brins non-appari*os* 

3. ProcAd* solon la rovondication 2 caractiris* 
en ce quo 1 9 ADN h*t*rog*no ost constltu* d'un atlango 
d'ADN do doux variants d'uno bactftrlo ou d'ADN oxtrait 
do collulos aosaXquo d'uno tuaour . 

35 4. Proc6d6 solon la rovondication 1 caracttrisA 

n c qu 1 'ADN A tostor ot l'ADN connu o nt amplifies 
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dans la mtmm preparation . 

5. Proc4d4 salon l*una das ravandicatlona 1 4 
4, caracttrls4 an ca qua la r4actlf coupant las 
partias non apparltas ast un rtactlf chlalqua , tal 

5 qua 1 'hydroxy lamina ou la t*troxyda d v oaaluau 

6. Proc4d4 aalon l*una daa ravandicatlona 1 4 
4, caract6ris4 an ca qua la riactlf coupant laa 
partiaa non apparitaa oat una anzysa, tails qua la 
KutY. 

10 7. Proctd* aalon l*una daa ravandicatlona 1 4 

6, caract4rla4 an ca qua laa h4t4roduplax aont, 
prialablaaant 4 laur also on tvidanca* concantr+a par 
passaga aur un support: laa rotanant sp&c 1 £ iquiannt . 

8. Froc4d4 aalon l'una daa ravandicatlona 1 4 

13 7, caract4rls4 an ca qua laa ADR coapranant la 
a4quanca nucl4otldlqua 4 dttarmlnar sont aaplif!4a par 
la B4thoda do poly»4riaation an chalna 4 l'alda da 
daux aaorcas situtos aux daux axtrtmltts da la 
a4quanca qua l*on vaut aapllflar. 

20 9. Proc4d4 salon la ravandication 8, 

caractarla* an ca qua laa daux aaorcaa sont Mrqu4as 
raapactivasMnt 4 l'alda do Mrquaurs fluorascants 
difftranta. 

10. Proc4d4 salon l*una daa ravandicatlona 1 4 
25 9, caracttris* an ca quo la tallla da la w>14cula 

d * AON doubla brin corrsspondant 4 la s4quanca 
nucl4otldlqua aat covprlsa antra ISO at 10.000 palras 
da baaaa. 

11. Proc4d4 da d4taction da la prisanca da 
30 substitutions ou da d414tlons da basaa dana una 

s4quanca nucl4otldlqua coaprisa dana una preparation 
d'AON doubla brln 4 t as tar dana laqual : 

- n aapllfia da aanl4ra ap4clfiqu la rtqion 
contanant la a4qu nca nuc!4 tldlqua d'una part da 
35 1'ADM 4 t atar at d'autra part d*un Aim dont la 
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stquanca ut connua, 

- on hybrid* las AON a«plifl*a , at 

- on Mt an tvldanc* laa h4t*roduplax forays 
par passaga aur un support 1m ratanant 

5 ap4ci £ iqutatnt • 

12. Proctdt da dttactlon da la pr4sancs da 
substitutions Cu da deletions da basas dans una 
atquanca nucltotldlqua coapriaa dans un* preparation 
d'ADM doubla brln h*t4roaygota ou h4t*rog*na A tastar 

10 dans, laqual x 

- on asplifl* da aaniArs ap*cifiqua la rftglon 
contanant la stqusnc* nuc!4otidiqua da l f ADX k tastar, 

- on hybrlda l'ADH aapllfl*, at 

- on Mt an tvidanca laa htttroduplax fonta 
15 par passaga sur un support las ratanant 

spAcl f iqu SMsnt . 

13. Proc*d4 salon l'un* das ravandl cat ions 7 # 
11 at 12 caractArlsi an ca qua ladit support porta una 
prottlna llant da aanltra aptciflqua las htttroduplsx. 

20 14. Proc*d4 aalon la ravandication 13 , 

caract4rls4 an ca qua ladlta prottina ast la Huts. 

13. Proctdt salon l'un* daa ravandications 11 
at 12, caract4rls4 an ca qua laa MtAroduplax ratanua 
sont r*v416s par una aolftcula aa fixant sptclf iquasant 

23 sur l'ADN, tall* qua la brosur* d**thidluB. 

16. Composition cosiportant au aoina troia 
sondas panattant da forwar daa htttroduplax avac daa 
atqumcaa nuclAlquua dana laaquallaa on r*charcha la 
pr4aanca ou l'absanca da mitatlona pone tua lias, 

30 17. Htttroduplax aaaocl* & un cooplaxa 

conatltut par una »ol4cula da typa Huts at un 
anticorps anti-Huts 



33 



W09M7MI 



2171469 



1/4 



El 

^ 636 bp -* 

FIG. 1A 



AA TTC TTC OAT TTT TCT TAT G AC CIT AAC CTO TGT CGG 
Gin Pbe Ptae Asp Pbe Ser Tyr Asp Lea An Leu Cys Gij 

CTO ACA GAG OAC CCA OAT CTT CAG GTT TCT GCG ATG CAO CAC CAG ACA 
Lea Thr Gtu Asp Pro Asp Leu Gin Val Ser Ala Met Gin His Gin Thr 

GTG CTG GAA CTO ACA GAG ACTGGGGTGGAG GOG GCTGCAGCCTCCGCC 
Val Lea Gin Len Thr Gin Thr Gty Val Ghi Ala Ala Ala Ala Ser Ala 



CTS20 oiv^^ eras© 

ATC TCT GTG GCC CGC ACC CTO CTO GTC TTT GAA CTO CAG CAGCCCTTC 

He Ser Val AtaArglhrLeaLeaValPbeGbi Val Gin Gin Pro Pbe 

AG C 

Met Ghi Ser 
CTJC3 451 4S3 4S5 

CTC TTC GTG CTC TGG OAC CAG CAP CAC AAC TTC. CCT 11 TC Til' ATC fiflf, 

Lea Pbe Val Lets Trp Asp Gin Gin His Lys Pbe Pro Val Pbe Met Gty 

AC G ; 

Met Pro An I 

4$f c 46? I 

AT, J 

CT400 CT412 

COA OTA TAT GAC CCC AGO GCC TOA 

Arg Val Tyr Asp Pro Ar* Ala , D 

T y rJLG. Id 

Scop Ser 

472 47* 
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codon codec 

452 4S» 

J4C \U2J 

c clc 
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>40 V "/ 
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FIG. 2 A 



It* a** IU MS M> Ml *•» ««S *•* MS MS Ml CO MS MS MS Ml MS 




PIG. 2B 



Ml W l<1 N1 IT Ml Ml Mt «t1 M* Mt MY M» Ml ff? ?«t MY Ml 



tM«J 
JtMj 




SDMM 



FIG* 2C 
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codon codon 
4S1 467 




FIG. 3C FIG * 30 
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FIG. 4A 
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